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摘要 :对黄荆籽提取物进行柱层析、薄层层析分离得 9个成分 ,其中 6个抗氧化效果明显 ,初步鉴定

为黄酮类化合物 ,其中三种为查耳酮类化合物.

关键词 :黄荆籽 ;分离 ;抗氧化 ;黄酮

中图分类号 :O625142 ;O656122　　文献标识码 :A　　文章编号 :1007 - 7162 (1999) 02 - 0041 - 07

现在的食品抗氧化剂主要是以 BHA、BN T、TBHQ 为代表的合成品 ,而天然品 VC、异 VC、

V E使用量不大 ,在我国 V E仅仅用于医药 ,原因是成本高 ,效果也不如合成品.由于合成品的安

全性尚未作出定论 ,由于人们健康意识的日益加强 ,所以现在整个食品添加剂工业的发展趋势

是“安全、天然、营养、多功能”[1 ] .对于天然食品抗氧化剂 ,人们已经做了大量的研究 ,但大多难

以产业化 ,原因是有的效果不理想 ,有的效果虽好 ,但成本高 ,所以寻求多功能、高效价廉的天然

食品抗氧化剂仍是食品抗氧化剂研究开发的目标.

黄荆分布于我国南方十几个省 ,野生资源丰富.中南各省农村将其茎、叶、籽浸于农田为杀

虫保苗起一定的作用 ,叶和籽亦可用作治疗流感和肠胃炎等等的药物.它们的成分、药理应用研

究已比较深入[2 ] ,但应用于食品抗氧化剂的研究则未见报道 ,若能进一步开发应用 ,使其既具有

药理保健功能又有食品抗氧化作用 ,前景则十分广阔.本文研究了黄荆籽的抗氧化成分 ,从黄荆

籽提取物中分离得到 6个具有明显抗氧化活性的黄酮类化合物 ,其中 3个为查耳酮.

1　实验部分
111　材料、试剂、药品和仪器设备

11111　材料

黄荆籽 ,四川产 (11 - 12月采收) ;猪油 ,市售正常肥猪肉煎制.

11112　仪器设备

玻璃色谱柱 (<50mm×600mm) ;真空泵、旋转蒸发仪 (天津玻璃仪器厂) ; ZF - 1　三用紫外

分析仪 (上海顾村电光仪器厂) .

11113　层析固定相

硅胶 G(10 - 40μm , TLC用) ,青岛海洋化工厂 ;聚酰胺 (30 - 60 目) ,进口分装 ,用前粉碎 ,

过 100目筛 ;羧甲基纤维素钠 (CMC) ,粘合剂.

11114　展开剂

冰醋酸 :水 = 3∶2 ;甲醇 :氯仿 = 1∶4.
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11115　药品

β—胡萝卜素 ,1g装 ,进口分装.

11116　显色剂

浓氨水 ;2 %三氯化铁—乙醇溶液 ;2 %醋酸镁—乙醇溶液 ;氢氧化钠溶液 (1mol/ L ) ;2 %三

氯化铝—乙醇溶液 ;硫酸溶液 (98 %硫酸∶水 = 1∶1) ;2 %氯氧化铝—甲醇溶液.

甲醇钠 :215g新鲜切开的金属钠小心地加到 100mL 无水甲醇中 ,反应完后 ,立即用塑料塞

密封.

三氯化铝—甲醇溶液 :5g新鲜的无水三氯化铝小心地加到 100mL 无水甲醇中.

盐酸 :50mL 化学纯盐酸与 100mL 蒸馏水混合.

本课题在于从黄荆籽提取物中寻求抗氧化作用较强的组分 ,因此整个过程中 ,分离与测定

抗氧化性交替进行 ,总的实验过程如图 1所示.

图 1　实验过程示意图

112　有效成分的提取

采用“渗漉法”在室温条件下萃取.取黄荆籽 115kg ,干燥粉碎 ,过 20目筛 ,先用 4L 石油醚

萃取 ,提取大部分脂溶性成分 ,再用 15L 80 %乙醇萃取.

将 80 %乙醇萃取液经真空旋转蒸发浓缩得褐色糖浆状粗提物约 200mL ,再经以下处理 :
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(1)石油醚萃取 :再依次用 300、200、200mL 石油醚萃取上述粗提物 ,进一步提取脂溶性组

分 ,合并上述提取液 ,真空旋转蒸发脱去溶剂 ,得墨绿色物 ,总重为 4015g (2170 %) .

(2)乙酸乙酯萃取 :依次用 500、400、300、300、250、200、200mL 乙酸乙酯对上述石油醚萃取

过的母液 1萃取 ,萃取液真空旋转蒸发浓缩至干 ,得墨绿色物质 ,约 28g (1187 %) .

(3)无水乙醇提取 :先把上述乙酸乙酯萃取过的母液 2 浓缩至干 ,再依次用 300、300、250、

250、200、200mL 无水乙醇提取 ,提取液真空旋转蒸发至干 ,得棕褐色物质约 37g (2147 %) .

(4)剩下的残余物自然挥干 ,得褐色物质约 4615g (3110 %) .

113　四个组分的抗氧化性测定

取 5份猪油 ,1份为空白对照 ,另外 4份分别添加 011 %的 112中分离出的 4个组分即石油

醚萃取物、乙酸乙酯萃取物、无水乙醇提取物、残余物 ,搅匀 ,置于电热恒温水浴锅内 ,控制在 (70

±5) ℃,每隔一定时间测定油脂的过氧化值 ( POV) .测定方法参照文献[ 3 ] .

以下选择抗氧化活性最强的组分作进一步研究.

114　无水乙醇组分分离及抗氧化试验

11411　柱层析预分离

取 100～160目的聚酰胺 140g ,以蒸馏水浸渍一天 ,湿法装入 <50mm×600mm的玻璃色谱

柱中 ,以蒸馏水平衡后 ,将 10g无水乙醇组分加少量蒸馏水溶解 ,小心加到上述柱中 ,先以水洗

脱 ,然后依次用 30 %、50 %、75 %、95 %乙醇溶液洗脱 ,每种洗脱液用量为 200mL ,洗脱速度为 16

～20滴/ min ,洗脱过程中依次看到红棕色、黄色、橙色、棕黄色色段.

每 40mL 收集一份 ,浓缩 ,然后用纸层析 (滤纸大小为 12cm×12cm ,展开剂为冰醋酸∶水 = 3

∶2) ,紫外光 (365nm)检测 ,根据色点的颜色、荧光、比移值相似者合并 ,将洗脱流出物分为 F1 -

F6 6个组分 ,F1、F4为红棕色 ,F2、F3为橙色 ,F5、F6为棕褐色.

11412　F1 - F6抗氧化活性的初步判断

采用β- 胡萝卜素共氧化法[4 ]判定各组分的抗氧化性.方法是 :取二张滤纸 (15cm×15cm) ,

将 F1 - F6分别点样 ,置层析箱中同时展开 (展开剂冰醋酸∶水 = 3∶2) ,展开后 ,其中一张喷以β-

胡萝卜素 - 亚油酸溶液 (5mgβ- 胡萝卜素 + 2mL 亚油酸配成 50mL 氯仿溶液) ,暴于日光下 ,待

底色褪去 ,观察黄色斑点 ,同时对比没喷的一张 ,颜色加深程度越大 ,则抗氧化性越强.

以下选择抗氧化性较强的 F2和 F3流分作薄层层析 ( TLC)分离.

11413　TLC分离 F2

硅胶板制备 :9g硅胶 G与 30mL 011 %羧甲基纤维素钠 - 水混合 ,充分搅匀 ,涂渍于 20cm

×20cm的薄玻璃板上 ,自然风干.

点样 :用毛细管在硅胶板上划线点样 ,每块用量为 013～014mL .

展开 :以氯仿∶甲醇 = 14∶1展开.

结果 :得到 5条主要色带 ,比移值如下 : Rf 1 = 0 , Rf 2≈0121 , Rf 3≈0132 , Rf 4≈0143 , Rf 5 =

0173 .带Ⅰ为较强极性混合物.

制备 :如上操作用 5块板制备.

洗脱 :将上述第 2～5条谱带分别刮下 ,置于烧杯中 ,用甲醇充分洗出 ,过滤 ,滤液真空旋转

蒸发至干 ,再加入甲醇溶解 ,得到四种溶液 ,依 Rf 值从小到大颜色分别为橙黄色、橙黄色、黄

色、桔黄色、标号为 H2、H3、H4、H5 .

11414　TLC分离 F3
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操作条件同 11413.

结果 :得到 6 条较清楚的色谱带 ,比移值为 Rf 1 = 0 , Rf 2≈01139 , Rf 3≈01156 , Rf 4≈

01167 , Rf 5≈01333 , Rf 6≈01361 ,其中带Ⅰ为较强极性的混合物.

制备 :如上操作用 8块板制备.

洗脱 :将上述第 2～6条色带分别刮下 ,置于烧杯中以甲醇洗出 ,过滤 ,滤液旋转蒸发至干 ,

再加甲醇溶解 ,放置 ,得到四种溶液 ,颜色分别是棕黄色、橙黄色、棕黄色、黄色 ,依次标号为 T2、

T3、T4、T5 ,一种深黄色针状晶体 ,标号为 T6 ,其中 T2、T5、T6的量相对较多.

2　结果与讨论
211　4个粗提组分的抗氧化试验结果

由 113测得 4个组分的 POV值列于表 1.从表 1看出 ,乙酸乙酯组分和无水乙醇组分的抗

氧化活性较强 ,且后者优于前者 ,而石油醚组分和残余物的抗氧化性较弱 ,这说明黄荆籽抗氧化

有效成分难溶于石油醚 ,易溶于乙酸乙酯和乙醇.

表 1　4组分抗氧化实验的 POV值 (meq/ kg)

样品
加热时间/ h

0 24 48 72 96 120 144 168

空白 3146 6187 40121 103154 214138 280139 341128
石油醚组分 3146 7102 21136 75128 130117 251121 313193
乙酸乙酯组分 3146 4189 8112 10186 15163 24115 38191 55187
无水乙醇组方 3146 4132 5183 8103 11112 19158 30139 44158
残余物 3146 7131 26105 84147 152130 262134 308150

212　柱层析分离物的抗氧化活性比较

由 11411分离所得 F1 - F6组分的抗氧化性经β—胡萝卜素共氧化法测定 ,结果表明 F2、F3

抗氧化性较好 ,F1、F4、F5、F6的抗氧化性较弱 ,说明柱分离前后两段分离物抗氧化能力较弱 ,只

有中前段分离物抗氧化能力最好 ,所以只对 F2和 F3进行 TLC分离.

213　TLC分离成分的抗氧比性

由 TLC分离 F2和 F3得到 9个组分 ,现考查其对猪油的抗氧化能力.取 11份猪油 ,1份为

空白油样 ,1 份添加 0102 %BHT为对照样 ,其余 9 份分别添加 TLC分离的 9 个组分的溶液

015mL ,搅匀后 ,一并置于电热恒温水溶锅内 ,温度控制在 (70 ±5) ℃,每隔一定时间测定油脂

POV值 ,结果列于表 2.从表 2可知 ,这 9个组分在不同时间范围内有不同程度的抗氧化活性 ,

其中 T5、H4 的抗氧化效果最好 ,尤其是 T5 ,几乎与 BHT抗氧化能力相当 ,而 T2 很弱 ,其次是

H3、T3 .

T6在 96h内表现出理想的抗氧化效果 ,之后油脂过氧化值却迅速增大 ,原因可能是抗氧化

活性物质提供活性氢后形成的自由基不是很稳定的共振体 ,在活性物质消耗转化后 ,反过来引

发油脂的氧化.

214　抗氧化成分的初步鉴定与分析

由于 T2、H3、T3的抗氧化效果较差 ,因此只对 H2、H4、H5、T4、T5、T6进行鉴定分析.
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表 2　TLC分离成分抗氧化实验的过氧化值 ( POV ,meq/ kg)

样品
加热时间/ h

0 24 48 72 96 120 144

空白 2132 3194 15106 54187 276160 382186 420164

BHT 2132 2155 3101 3136 3159 4100 4164

H2 2132 3188 6137 29109 94179 167156 213191

H3 2132 4106 8111 49113 216123 352127 429191

H4 2132 3136 5110 7130 12117 26107 41125

H5 2132 4100 7122 16163 65124 123153 187172

T2 2132 4158 7165 53107 251123 388120 463152

T3 2132 3113 4192 19170 121167 298104 414127

T4 2132 3159 8188 47100 118189 199131 238171

T5 2132 2143 2169 3130 3163 4106 5197

T6 2132 3105 4138 6155 14182 85129 336105

21411　化学试剂显色反应[516 ]

各试样溶液加三氯化铁溶液后均呈黑色 ,遇三氯化铝溶液日光下无颜色反应 ,紫外光下均

无荧光 ,加氯氧化锆溶液时也均无颜色反应 ,其余显色反应见表 3.

表 3　化学试剂纸上显色反应

样品 日光 UV (365nm) NH3 (日光) NH3 (UV365nm) H2SO4 NaOH Mg(OAC) 2 (365nm)

H2 淡橙黄 黄绿荧光 黄色 绿色荧光 褐色 黄色 绿色荧光

H4 淡黄色 黄绿荧光 深黄 绿色荧光 橙色 深黄 绿色荧光

H5 淡桔黄 暗紫色 桔黄 紫色荧光 线黄色 橙色 紫色荧光

T4 灰黄色 黄绿荧光 黄色 绿黄荧光 橙色 黄色 绿黄荧光

T5 淡黄色 暗绿色 深黄 绿色荧光 黄色 深黄 绿色荧光

T6 淡黄色 黄绿荧光 深黄 绿色荧光 橙色 深黄 绿色荧光

从表 3可以看出这六种组分的显色反应都具有黄酮类化合物的特征显色反应 ,且都可以与

三氯化铁溶液反应 ,说明它们均是具有酚羟基的黄酮类化合物 ,不过它们都不与三氯化铝、氯氧

化锆作用 ,说明它们均没有 C3 - OH ,C5 - OH和邻位羟基.

根据表 2 H4、T5、T6抗氧化效果好 ,故对其进一步进行紫外光谱分析.

21412　紫外光谱分析

参照文献[7 ,8 ]分别测定 H4、T5、T6在 A.甲醇 ,B.甲醇—甲醇钠 ,C.三氯化铝—甲醇 ,D.三氯

化铝—盐酸—甲醇 ,E.醋酸钠—甲醇和 F.醋酸钠—硼酸—甲醇中的紫外光谱图 ,结果如表 4.

图 2 查耳酮结构

5

64

3

2

1 4
2 3

5

′
′′
′

′6′
A

B

α

β OH

O

比较 A、B可知 H4、T5、T6在加入甲醇钠之后带Ⅰ分别红移

了 7814、7114、6713nm ,根据文献 [ 7 ,8 ]可推断三者均是具有图

2结构骨架的查耳酮 ,比较它们的其他光谱数据可确定它们均

无 C4 - OH、C2 - OH、Cα - OH、邻位羟基 ,因此 , H4、T5、T6 是结

构很相似的查耳酮.
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表 4　H4、T5、T6 的 UV光谱数据 (λmax ,nm)

介质
H4

带Ⅰ 带Ⅱ

T5

带Ⅰ 带Ⅱ

T6

带Ⅰ 带Ⅱ

A 35414 28112 34110 28817 36019 25614

B 43218 28214 41214 25010 42812 27916

C 43214
(肩峰)
　35716 28016 41010

(肩峰)
　34010 28611 42810

(肩峰)
　35918 25515

D 35219 28016 33819 28618 36010 25515

E 35419 28111 34010 28012 36014 25518

F 35413 28011 34016 28214 35918 25610

215　T5、T6、H4抗氧化性差异分析

从表 2可看出虽然 H4、T5、T6 都表现了较好的抗氧化性 ,但三者过氧化值的变化规律并不

一致. T5表现了持续的强抗氧化性 , H4 有持续的抗氧化性但在逐渐减弱 ,而 T6 开始表现了强

抗氧化性 ,之后过氧化值却迅速增大.根据自由基理论[9 ]说明 T5 很容易提供活性氢 ,且形成的

自由基很稳定 ,H4提供活性氢的难度稍大 ,形成自由基的稳定性较 T5 略低 ,故抗氧化性能 T5

> H4 . T6与 T5和 H4比较虽然易提供活性氢 ,但形成的自由基不够稳定 ,致使其活性物质消耗

后过氧化值迅速增大 ,原因可能是 T5 和 H4 分子中 B环上还可能联结有不同延长共轭体系或

易使电子云分布离域的基团 ,或在 C3′、C5′、Cα等位置上联结有糖苷 ,由于糖链对自由基的围绕 ,

使自由基更加稳定 ,而 T6缺乏上述基因 ,这已从我们测得的BC谱图得到证实 ,所以 T6 的 POV

值后期迅速变大 ,因而它们表现出不同的抗氧化效果.
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Studies on the Antioxygenic Composition of Vitex negundo L.

Zheng Gongming1 ,Luo Zongming1 ,Chen Damei2

( 1. Dept . of chemical Engineering , GDU T , Guanzhou 510090 ,China ;

2. Zhongshan Institute ,Zhongshan 528400 ,China)

Abstract : The extract of seeds of Vitex negundo L . was separated chromatographycally and purified

to obtain nine components. Six Components of them had been showm as strong antioxidative activi2
ty ,and identified preliminarily as flavonoids. Three Components of them were determined to be

chalcones.

Key words : Vitex negundo L . seed ;separation ;antioxidation ,flavonoid
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